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A microbiota intestinal humana exerce um papel
importante tanto na salde quanto na doenca e a
suplementacao da dieta com probioticos pode assegurar o
equilibrio dessa microbiota. Kefir é uma bebida
fermentada de facil preparo e economicamente acessivel,
originado da acao dos graos de Kefir que sdo compostos
de leveduras e bactérias benéficas e uma matriz de
polissacarideos. O objetivo do trabalho foi determinar a
eficiéncia de trés encapsulantes na protecdo de dois
produtos contendo bactérias: Kefir artesanal e probiotico
comercial durante 21 dias de vida de prateleira. Os
tratamentos foram o uso das seguintes solucdes para
encapsulamento por extrusdo: T1: alginato a 1% na
encapsulacdo de probidtico comercial (Lactobacillus
rhamnosus); T2: alginato 1% + 0,5 % de amido de milho
para encapsulacdo de probidtico comercial;, T3: alginato
1% + 0,5% de goma acacia para encapsulacdo de
probidtico comercial; T4: alginato a 1% para encapsulacao
de Kefir fermentado; T5: alginato a 1% + 0,5% de amido
de milho para encapsulacdo de Kefir fermentado; T6:
alginato 1% + 0,5% de goma acécia para encapsulacdo
de Kefir fermentado. O tratamento contendo somente
alginato e probidtico comercial obteve as menores
contagens de lactobacilos (6,99 logw). Para acidez
titulavel ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos aos 21 dias de armazenamento (27,50° D).
Com relacdo a composicdo do Kefir, destaca-se seu
conteudo de proteina e lipideos. Todos os encapsulantes
testados foram eficientes em manter viaveis as células
microbianas para que possam atingir o intestino em
guantidades satisfatorias.
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1. INTRODUCAO

Os probidticos sdo microrganismos vivos que sdo benéficos aos
hospedeiros. Possuem a capacidade de aderéncia limitando a adesao de
bactérias patogénicas, podendo-se multiplicar e produzir diferentes substancias
que atuam como bactericidas, ndo sdo invasivos e sua presenca pode
abranger uma alta diversidade de espécies conhecida como microbiota
intestinal (FULLER, 1989; HAVENAAR et al.,, 1992, SALMINEN et al.,1996;
FARNWORTH, 2005).

Kefir € uma bebida fermentada que pode ser lactea ou com agua. E feito
a partir da inoculacdo de graos de Kefir (Que a sua vez estdo compostos de
leveduras e bactérias benéficas e uma matriz de polissacarideos) em leite ou
parte da bebida como cultura starter que resulta em uma bebida semelhante ao
iogurte, porém com caracteristicas proprias associadas, principalmente, a
presenca de CO2 e etanol (OTLES et al., 2003: JAMBHULKAR, 2020).

No sistema digestorio ha uma diferenca na distribuicdo dos
microrganismos dada pela mudanca das caracteristicas ambientais proprias de
cada 6rgao, como por exemplo a acidez do estémago (pH 1-3) e alteracao do
pH no intestino (6-7,5) (SENSOI, 2021). Portanto, é extremamente importante
gerar uma protecao para as bactérias probidticas que permitam sua integridade
até o orgao alvo, e por isso a encapsulacdo destas torna-se uma excelente
alternativa (YADAV et al.,, 2013; KAVAS et al.,, 2022). Esta consiste em
envolver a bactéria mediante uma camada protetora que permite a passagem
dos probioticos pelo trato digestério sem sofrerem alteragdo nem estresse e
chegando em uma dose adequada (DING e SHAH, 2009; FRITZEN-FREIRE et
al., 2013). Por isso a selecdo do material encapsulante € primordial; este deve
ser comestivel, com capacidade de emulsificar, manter a viabilidade das
bactérias por um longo tempo, formacdo de filme, dentre outras (RAJAM e
SUBRAMANIAN, 2022). As matérias primas utilizadas podem ser biopolimeros
de plantas, extratos marinhos, proteinas, fibras ou polissacarideos animais
(RAJAM e SUBRAMANIAN, 2022).

Dentre as técnicas de encapsulacdo de probidticos, a extrusdo é a
mais popularmente empregada para a obtencdo de microparticulas de alginato
de célcio (Pedroso, 2011). O método fisico baseia-se na gelificacdo externa do
alginato e consiste em incorporar o material a ser encapsulado em uma
solucado de alginato de sodio, para depois a mistura sofrer extrusao gota a gota,
por meio de uma pipeta de calibre reduzido ou de uma seringa, para uma
solucéo de cloreto de calcio (CaCl2) (SMRDEL et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi determinar a eficiéncia de diferentes niveis
de incluséo de trés encapsulantes (goma de acécia, alginato e amido de milho)
na protecdo de dois probidticos: Kefir artesanal e probidtico comercial contendo
Lactobacillus rhamnosus durante 21 dias de vida de prateleira.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Foram utilizados agar MRS, BDA, VRB, PCA (Himedia), Alginato (Exodo
cientifica), Goma acacia (Fibregum), amido de milho (Maizena®).
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Microrganismo probidtico: cultura probidtica comercial liofilizada Lactobacillus
rhamnosus GG (DSM 33156) contendo 5,0 x 10°UFC/g (Culturelle®). Para
composicao do leite foi utilizado o equipamento Ekomilk M Cap Lab, Brasil.

2.2 Procedimento experimental

O experimento foi conduzido no centro Mesorregional de Exceléncia em
Tecnologia do Leite (FEI/UEM). Foram utilizados cinco litros de leite
pasteurizado procedente da fazenda Experimental Iguatemi, para fermentacao
dos graos de Kefir artesanal (15g) com incubacgéo a 25°C por 24 h. Apoés a
fermentacdo, 1000 ml do produto foi concentrado por meio de tecido de
algodao por 24 h sob refrigeracao, logo apds procedeu-se a desidratacdo por 5
dias em estufa com circulacdo de forcada de ar a 55°C (Novatécnica, modelo
5035-48, Brasil) para determinacdo da sua composicdo quimica (SILVA e
QUEIROZ, 2002) e viabilidade microbiologica.

A acidez titulavel foi calculada apos 24 h de fermentacdo do produto in
natura sendo retirados os gréos. Para as contagens microbiologicas pesou-se
25 g do produto desidratado em 225 ml de 4gua peptonada tamponada e apos
diluicdes seriadas semeou-se nas placas para contagem de lactobacilos (agar
MRS), contagem de coliformes totais (VRB), aerobios mesofilos (PCA) e de
bolores e leveduras (BDA) com incubacéo a 35°C por 48 h exceto bolores 25°C
por 3 dias (produto desidratado e fermentado) (FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Para encapsulacdo usou-se solucdo de alginato adicionado de goma
acacia ou amido de milho. Garrafas em triplicata para cada tratamento (T1 a
T6), contendo 100 ml de leite esterilizado (121°C/15 min) foram adicionadas 0,5
g de bactéria comercial liofilizada ou de Kefir fermentado.

O experimento foi em esquema fatorial, sendo 6 tratamentos e 3
periodos de avaliacdo. Os tratamentos foram: T1: solugédo de alginato a 1% +
Lactobacillus comercial; T2: alginato 1% + 0,5 % de amido de milho+
Lactobacillus comercial; T3: alginato 1% + 0,5% de goma acéacia +
Lactobacillus comercial; T4: alginato a 1% + Kefir fermentado; T5: alginato 1%
+ 0,5% de amido de milho + Kefir fermentado; T6: alginato 1% + 0,5% de goma
acacia + Kefir fermentado.

Solugdes teste (100 ml) contendo 0,5 g cada microrganismo foram entéo
extrusadas em solucédo de cloreto de célcio (0,5 M). Para armazenamento a
4°C em estufa tipo BOD (SS Scientific Modelo265j, Brasil) e 100 ml de leite
esterilizado foram utilizados como veiculo, os quais continham 20 g de
capsulas sendo mantidos sob refrigeracéo por 21 dias.

A enumeracao dos microrganismos tempos 7, 14 e 21 dias foi realizada
de acordo com a técnica de semeadura, onde as macrocapsulas (1g) foram
diluidas citrato de sédio (99 ml) mantidas a 35°C por 10 minutos e seguida
realizada a diluicdo seriada e semeadura em placa de Petri em meio para
contagem de lactobacilos (Agar MRS). As placas foram incubadas a 37°C por
48h, logo apoés realizou-se a contagem dos microrganismos viaveis (Silva e
Landgraf, 2004). Para andlise de acidez titulavel 10 ml do leite contendo as
capsulas foram titulados com solucdo de fenolftaleina como indicador. Os
dados foram analisados pelo pacote computacional SAEG (2000).

3 B.CEPPA, Curitiba, v. 42, n. 2, jul./dez. 24



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento médio das capsulas apds pesagem foi de 55,90%
(massa/massa). O rendimento do produto seco em estufa de circulacéo forcada
de ar foi de 30% (massa/massa) (produto desidratado). Os valores médios em
percentual para a composicdo do leite utilizada para elaboracdo do Kefir foram
lipideos 3,82; solidos totais 9,62, densidade: 34,03g/ml, ponto de congelamento
0,620°C; proteina 3,55; lactose 4,26, sais minerais 0,80 e condutividade
elétrica: 5,47 ms/cm. Tais valores estavam de acordo com os preconizados
pela IN 76 para composicéo do leite cru (BRASIL, 2018).

A acidez titulavel do leite usado para fermentagcdo foi de 16,5 °D,
seguindo a IN 76 a acidez do leite deve ser entre 14 a 18 °D. ApOs o periodo
de fermentacdo do Kefir obteve-se acidez titulavel média de 26,40 °D. Os
resultados das andlises bromatolégicas foram: 69,80% de umidade e 30,20%
de matéria seca (MS) na matéria natural (MN); 0,36% de matéria mineral na
MN e 3,58% na MS; 3,99% de proteina bruta na MN e 39,62% na MS e lipideos
4,22% na MN e 41,91% na MS. GARROTE et al (2001) obtiveram os seguintes
valores para Kefir: umidade 90,1%; lipideos 0,2%; cinzas 0,7%; carboidratos
6,0% e proteinas 3,0%.

Os valores obtidos para as contagens microbiolégicas para o produto
apo6s a fermentacéo do Kefir foram: lactobacilos 1,96 x 107; aerébios meso6filos
1,15 x 10%; bolores e leveduras 4,25 x 10* e coliformes 1,25 x 102 UFC/g. As
contagens do Kefir apds a desidratacdo foram: lactobacilos 3,13 x 103; aer6bios
mesofilos 2,9 x 10?%; bolores e leveduras 7,0 x 102 e auséncia de coliformes
totais UFC/ml.

Houve diferenca significativa para tratamento (p<0,05), sendo o
tratamento contendo lactobacilos com alginato diferente estatisticamente dos
demais (6,99 log 10). Houve acidificacdo dos leites contendo as cépsulas
(Tabela 1) evidenciando sua atividade metabdlica aos 21 dias.

TABELA 1: CONTAGENS DE LACTOBACILOS E ACIDEZ TITULAVEL DO
LEITE CONTENDO BACTERIAS ENCAPSULADAS

Tratamentos Log 10 Graus Dornic (°D)
Tl 6,99 +0,051C 29,8 +0,03
T2 7,68+0,220 B 25,2 +0,11
T3 7,63+0,642 B 25,3 0,10
T4 7,75+0,359 B 28,4 +0,12
T5 7,99+0,574 A 28,7 +0,08
T6 8,08+0,238 A 28,0 +0,14

Médias seguidas por uma letra maituscula na mesma coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de significaAncia T1: solugdo de alginato a 1% + Lactobacillus comercial; T2: alginato 1% +
0,5 % de amido de milho+ Lactobacillus comercial; T3: alginato 1% + 0,5% de goma acacia +
Lactobacillus comercial; T4: alginato a 1% + Kefir fermentado; T5: alginato 1% + 0,5% de amido de milho
+ Kefir fermentado; T6: alginato 1% + 0,5% de goma acécia + Kefir fermentado. Acidez titulavel aos 21
dias. Coeficiente de Variagdo = 1,587(Contagem); Coeficiente de Variacdo = 6,628 (acidez)

Houve interacao significativa Tratamento x Tempo (p<0,05). Ndo houve
perda da viabilidade durante os 21 dias de armazenamento, embora 0s
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tratamentos contendo goma acécia e lactobacilos (T3) e amido de milho com
Kefir (T5) aos 14 dias proporcionaram as menores contagens.

WITTHUHN et al. (2004) obtiveram contagens de lactobacilos em oito
amostras de gréos de Kefir com valores que variaram de 5,60 a 8,23 log
UFC.mIt e SANTOS (2008) avaliando a contagem de grupos microbianos
presentes em grdos de Kefir de origens diferentes obtiveram 8,65 log UFC.ml*
para lactobacilos.

TABELA 2: CONTAGENS DE LACTOBACILOS EM LOG 10 PARA
CAPSULAS REVESTIDAS COM DIFERENTES POLIMEROS

Tratamentos
Tempo
( diag) 1 2 3 4 5 6
7 7,06%+0,02  7,88°4B+0,03  7,99%°A+0,007  7,63°®®+0,071  8,28%°A+0,007  8,17%*°A+0,07
14 6,99°%+0,03 7,49 "B+0,07 6,82%+0,14 7,45°8+0,014  7,25%°8+0,02 8,0974+0,07
21 6,93%+0,01  7,68°%+0,03  8,10°®A+0,092  8,15%+0,31  8,43%°+0,007  8,00°°A+0,07

Medias seguidas por pelo menos uma letra mindscula igual na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5 % de significancia. Médias seguidas por pelo menos uma letra maidsculas na mesma
coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia T1: solugdo de alginato a

1% + Lactobacillus comercial; T2: alginato 1% + 0,5 % de amido de milho+ Lactobacillus comercial; T3:
alginato 1% + 0,5% de goma acécia + Lactobacillus comercial ; T4: alginato a 1% + Kefir fermentado; T5:
alginato 1% + 0,5% de amido de milho + Kefir fermentado; T6: alginato 1% + 0,5% de goma acacia + Kefir

fermentado Coeficiente de Variacdo = 1,587

Segundo a ANVISA (2018) os limites minimos e maximos para produtos
contendo microrganismos probidticos devem ser atendidos na recomendacao
diaria de consumo do produto para 0S respectivos grupos populacionais
indicados pelo fabricante. Porém é recomendada a ingestdo semanal minima
de 300 a 500g de produtos lacteos fermentados contendo entre 10% a 107
UFC.mlIt de micro-organismos probiéticos. Sendo assim, todas as formulaces
testadas apresentaram valores minimos de acordo a recomendacao.

4. CONCLUSAO

Os encapsulantes testados foram eficientes em manter viaveis as
células bacterianas havendo manutencao da viabilidade para o Kefir e reducao
de apenas 1,0 logio para o produto comercial contendo lactobacilos, sendo tais
valores de acordo com as quantidades minimas preconizadas pelas
recomendacdes diarias para efeito benéfico desejavel no intestino.

VIABILITY OF ENCAPSULATED BACTERIA ON MILK

The human intestinal microbiota plays an important role in both health and
disease and supplementing the diet with probiotics can ensure the balance of
this microbiota. Kefir is a fermented beverage that is easy to prepare and
affordable. It comes from the action of Kefir grains, which are composed of
yeasts and beneficial bacteria and a polysaccharide matrix. The aim of this
study was to determine the efficiency of three encapsulants in protecting two
products containing bacteria: artisanal Kefir and a commercial probiotic during
their 21-day shelf life. The treatments were the use of the following solutions for
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encapsulation by extrusion: T1: 1% alginate for encapsulation of commercial
probiotic (Lactobacillus rhamnosus); T2: 1% alginate + 0.5% corn starch for
encapsulation of commercial probiotic; T3: 1% alginate + 0.5% acacia gum for
encapsulation of commercial probiotic; T4: 1% alginate for encapsulation of
fermented Kefir; T5: 1% alginate + 0.5% corn starch for encapsulation of
fermented Kefir; T6: 1% alginate + 0.5% acacia gum for encapsulation of
fermented Kefir. The treatment containing only alginate and the commercial
probiotic had the lowest lactobacillus counts (6.99 logio). For titratable acidity,
there was no significant difference between the treatments at 21 days of
storage (27.50° D). With regard to the composition of Kefir, its protein and lipid
content stands out. All the encapsulants tested were effective in keeping the
microbial cells viable so that they could reach the intestine in satisfactory
guantities.
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